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tA6 N� $o� �� K6A$| N �B"� K�> H'+6 .A *'9� ~�'5  �'�

 ���G� �Y�% [��9 �"B; H�] �6�>��=�6 K�>$)�fAPm(='�� A

/�''>$���2T ��T6�'') 0�''Dr ~�''5  �''�EST-SSR�''� I''"O8� 

M. truncatula �'���� �'B�8�C d�'�% #��O% 6� )P(#'� �'@ �

ih'+ #�'�O% /$'� �6�>�� =�6 /�>$���G� � ���L8+ X>AQ(

 *�O�Y 6� NB�8�C d��% �$'� �'�6� �'���� � e'"8V� /�>

 O|A � �>��T /$� *+� �� /$� �r6�% $���v #� �B�8�C *�

 �'���$� 6� &��A$8> $E)HW ��6AT ,�'96 �'��% �W1'M /�'>

*!$� 6$9 �Y�% �6�� �$%$�.

h�� � �*�� 	�

1.��. i*0E!�* � �*�0�DNA 

����� ����'�>6 ���H'�> ���'� �'���� ���'% {�( � �>��� /�>

 'B�$�T ����� ���% �� A /�H.� ���� �/�=� 6� �') $'��6 ���

 a'�Y H'���� �H'; *G) ���LM �A=! H��; �%�R�R5% ���84�

 H; /6AT .�HBG'�� �'�6=� � ='�� ��H'�> �'���� ���'% ��

 �$�; ���G�� /�6A�G)����L8'+ �6�� X>AQ( #� 6� ���Y�� 

*!$� 6$9 .����� ���% $> �Pm�'� ��'�� $> � A ���� ����� 

��Y �$� {�( /6� �9�+ �H'V� 6� A H'; 3�'V8� ���'�8�

 H; [R8�� ���G����T �� ���]���) .��'� �0�7VG� *Dr � &(

 a��'� 0� �"�'+A �'� �'���HY 6�@ �� �>��� ����� $> � ,$�

 �$V8''+ ��''�� �''% A �H''; H''����DNA6=''�$! 6� Com^�

��� H; /6�.

�$V8+DNA ����� � '; /6AT a�Y /�> tA6 I'D@ �H

 �%6�(S�)�`(*!$� ,��� .��$') 6��'( � &'( 6�'o�� #� ��

����� 6H'R� �a��� 0� 6��W 6� ��$� /�>`^^� $'8� A$B�� 

�$V8'+ $!�'�)100 mM Tris-HCl pH 8.0 �50mM EDTA 

pH 8.0 �500mM NaCl �1.25% (W/V) SDS ( �!�'| �T �'�

 0H'� �� ��$) k�"V� � HO� A �H;Z^�9� 3T ,�'�W 6� ��'R

,$� Co`^ $> 6� ���A6A 06�M �� ��� ��B% �� (��R�9� {�

��� H; /6� .&p+P^^6S�'� {�( ��+�8( 0�8+ � $8� A$B�� 

�'� ��$') &'B%6A ����r {�( �AHW � HO� A �!�| ����� $> ��

0H��_��� �� /A6 $� �R�9� H; /6� .�'� �$V8'+ � &'( 

,6�!A$") k�"V��[B  [��TA=� )P�:�(a��� ���A6 A 3�V8� 

DNA ��� 3�'+6 ��$'+ ['��(A$(A=� �'� ����� $> 6� ��Y�� 

H; .���%DNA ['B  �'� �G84; � &( f^A �G'� H'M6� 

6� &p+f^^$!�'� $8� A$B�� TE H'��$� ['W .�!�'| � H'O�

$8� A$B�� �+ ��$) RNaseA (10 mg/ml)� �H; ���% *)$'; 

Sigma ����� �6� *��+ �� 0H� �� �> CoZf ��� H; /6�H�

,6�!A$") �� �$V8+ 6�� A� &p+ A�06�'M ['B  [��TA=� 

*!$� .a��� :�"5� �����A6 �/^�+ ��H+ 0�8+ �"M ��W 

6S�'''''''�)m/�pH ( �$'''''''+ ['''''''��% �'''''''�W A� A

6� C�L�$8��''+ � &''( A H''; �!�''|��^^^�''R�9� 6� 6A� 

)Eppendorf centrifuge 5810R ( 0H'� ���_3�'+6 ��'R�9� 

DNA H�T *+� ��.[B  �� �G84; 6�� A� � HO�f^A H'M6� 

6� �1''� \�$''; 6� �H''; �G''��^^ $''hR� 3T $''8� A$B�� 

H; [W $�hR% 6�� A� [�$8+ .*o"2DNA � &'( �'���� $'> 

$8��8!A$8Bp'+ �'� ��) A �L�) X��+)Beckman DU 530 (

 �AH'W 6� [�$8+ $hR� 3T �� �XL�� /6A�� �O; X��% *5%

P_H; ��o�% $8� A$B�� 6� ,$����� .

��*��	� 5)� 0�X-# 	�

��'���Y $'�EB% /$'� ���L8+ �6�� /�>$���2T *LY ='�6 /�'>
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+���, �F�!./ (�
# ��	)��* 	� �*0)* 12.�) ���� 	�... 

��_ 

�6�>�� ���% K e"8V� aD�� A� � X>AQ( #� 6� ����� /�>

 H'; ���% .'�$� $���'2T *'LY �'+ ��'���Y �'� k� ='�6 /�'>

 �6�>�'�AFctt1 �AFct32 AAFca11 ���'�C �'��V��8) � �')

 H''���� �H''; �''��% �''����)�f(���''� T *)$''; \''+�% 

TIB MOLBIOL H'W 6� �H; I�96 � &( A �H; =8�+ P^

X��'��T 6� $'8� A$B�� $'> 6� :���B�( *'!6 6�') �'� /�'> .

�> #��]P�6A��� I@��� � �H; �W$@ $���2T �6�>�� =�6 

���V��8) � �H; ���+��; e'"8V� /�'>cDNA *'z�LW �') 

�6�>�� =�6 �W�� $�EB% /$� ���T � �% ��H; �'� ����� K

 tA6PCR ��'� �H'; H��s% )P(*'!$� 6$'9 ���L8'+ �6�'�

)X�� t��6� $8)� N�H> ��%�'+ �'��� ���G�� ��'B�$�T .(

 '+6$� �6�� /�>$���2T *LY ,��% 0�7VG� :AH'Y 6� ��

*+ �H; $)v.

M
B*� �	2.*PCR 

X�)APCR ����� /$� ��W 6� �>�_[��; /$8� A$B�� _/�

$!�� $8� A$B�� X�^ ��=���H'�$") /A�W �_�'� �6S�'� �'"�� 

HWATaq DNA polymerase)Roche Co., Germany(�ZZ/^

�$���'''2T $'''> � 6S�'''�A$B��P/^6S�'''� �'''"�� dNTPs 

)Roche Co., Germany ( A_^,$����'� DNA $'> � ���'�C 

H; ���% ����� .��H'O� #'2A6 �$'h9 �'� ��$') �!�| � &(

 �'' �  ��''���� $''> �''� [�$8''+ $"B��''+��$% ���8''+� 6� �''> 

)Eppendorf master gradient ( ,�'�� �T 6� �') *'!$� 6$'9

 X�)APCR �'� A /��'+ *';$+A �'�$] �'� 06�'M �� 

)Denaturing (6�Co}� 0H� �����'R�9� Z_[��'; �'�$] 

6� �'����r /��+ *;$+A Co}� 0H'� �'� Z^:�7'% ��'���r 

�8;6 �� �>$���2TDNA)Annealing (6�Co_P 0H'� �� �_

0�Oh9 \4� A ����rDNA �H'; =8�'+ )Extention (6�CofP 

0H''� �'�}^6� ���'�� \4''� �'�$] �''� A �'���r CofP �''� 

0H��^��'� �H'; /='�6 ����$� ��R�9� .A :�'@ �'� �'Y�% �'� 

*D4''''�G+C �''''� 0�''''�1@ q�''''+ $''''� ��''''>$���2T 

/$%��p��'') 6=''! ,$''� � �H''�T *''+�Oligo calculator 

)html.oligocalc/biotools/edu.nwu.basic.www://http(/���

 /�'>$���2T /$� :�7%BEE ATC6�Co_� �'8!$� $'o� 6� 

H;.

0S�75� � ����� $> �PCR {�'( 6H'R� ��H�T *+� ��

�4'� �'�W *D4'� �'� A �H'; 3�'V8� $8� A$B�� $!�'� �'� /A

 /6-'''''�6��)}_H'''''M6� Formamide �^_/^H'''''M6� 

Bromophenol blue �^_/^H'''M6� Xylene cyanolA�^

�"�� 6S��EDTA ( H; k�"V� .k�"V� � $8� A$B�� {�( 6HR�

 H��T [�$) �"( :C �>�] �� 6� ����� $>`*;$+A HM6� 

/A�Wf�6A 6S�� )���8+�Atto :H'� AE-6220 ( 6-'�6�� K

*��r C�8 A �� *��+ A� 0H� �� A H;P^^H'��$� �6�!A$8B  .

0�'Oh9 ��$') ������ *�YDNA �'� /='��T �'�6 � :C 6� 

�$R� 0$8�� tA6)m(H; ���L8+.

�	K�R ]��C# � 1)52#)]KAR �*jKU �0K�. ��	K)��* � 	K�

��F ;
G(

�>H��� 6��W ,H� �� A 6��W J4W $� [M�W KH��� K�>�� 

 06�M ��&��'�6A �'�=�% A H'; N'>� ��'�8� $L'M A �'� 

,$'� �'� � �B"� 6='! POPGENE 3.2 *'!$� ,�'��)�f.($'�

 $���R� q�+Fst *�O�Y KA� �� A� �4��R� 6� ,$'� #'� �'� �>

 �'� J�$| � ���L8+ �� A H; �8��+ ���G% ,H� &�$%�� �6=!

 �''  A)P}(6=''! ,$''� \''+�% ANT SYS-pc 2.02 �''�=�% �

���;tA6 q�'+ $� [M�W ,$�A6H�� A ,��� /UPGMA 

H; ��+$% .d�'�% n��'; �'� A �"�'; H�] 0��1@ /�85�

)PIC ( �6�'��> A #�8+�� /����G�( :��$! �"�+A ��]PΣpi��[

H; �D+�5�)�^.(:�'�$! #� 6�pi�'�A$! i/$'� [' T #�'�

 $���G�i/$� A *+ n�� ��� \4� [ T ��;.

Y)	!. 

�P�� �H''; �''��% $���G''� cDNA ��''�� e''"8V� /�''> 

M. truncatula*�O�Y ���� 0$��.% #��O% /$� �)����� /�>

 $���'2T *'LY *G'> �H; ���L8+ :BE1 �BE2 �BEA �BEB �
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